® bundesrepublik © Of f e nl eg u ngssch r if t 

DEUTSCHLAND ^5 2B 784 A 1 




DEUTSCHES 
PATENTAMT 



@ Aktenzeichen: 
(§) Anmeldetag: 
@ Offenlegungstag: 



195 25 784.7 , 
14. 7.95 
16. 1.97 



© Int. CI. 6 : 

C07K 16/00 

C 07 K 7/08 
C 07 K 7/06 
A 61 K 38/08 
A 61 K 38/10 



00 

cs 
w 



UJ 

Q 



@ Anmelder: 

Boehringer Mannheim GmbH, 68305 Mannheim, DE 

(74) Vertreter: 

H, Weickmann und Kollegen, 81679 Munchen 



(§) Erfinder: 

Endl, Josef, Dr., 82362 Weilheim, DE; Stahl, Peter, 
Dr., 82347 Bernried, DE; Albert, Winfried, Dr., 82390 
Eberfing, DE; Schendel, Dolores, Prof. Dr., 80469 
Munchen, DE; Boitard, Christian, Prof. Dr., Paris, FR; 
Endert, Peter van, Dr., Paris, FR; Jung, 
Gunther-Gerhard, Prof. Dr., 72076 Tubingen, DE 



@ Autoreaktive Peptide aus der humanen Glutamin-Decarboxylase (GAD) 

(57) Die Erfindung betrifft autoreaktive Peptide. Peptid-MHC- 
Komplexe, damit reagierende T-Zellsubpopulationen sowie 
diagnostische und therapeutische Anwendungen dieser Ver- 
bindungen. 



CD 

m 

CO 



00 

LA 
CM 

in 



GO 
f— 

m 

o 
O 

"D 
-< 



LU 

Q 



Die folgondon Angaben sind don vom Anmeldar eingereichton Unterlagon entnommon 

BUNDESDRUCKERE1 11.96 602 063/429 



20/28 



DE 195 25 784 Al 



Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Autoimmunrcaktion hervormfende Peptide, Komplexe dieser Peptide 
mit Molekulen des Major Histocompatibility [Complex (MHC) mit den Peptiden oder/und den Komplexen aus 
5 Peptiden und MHC-Molekulen reagierende T-Zellsubpopulationen sowie diagnostische und therapeutische 
Anwendungen dieser Verbindungea 

Die Aufklarung der molekularen Zusammenhange bei der Entstehung von Autoimmunerkrankungen, wie 
etwa der rheumatoiden Arthritis und des juvenilen Diabetes (IDDM), ist innerhalb der letzten Jahre schnell 
fortgeschritten und laBt mittierweile konkrete Anwendungen fur die fruhe Diagnose und eine kausale Therapie 
to dieser Erkrankungen erkennea 

Heute gilt als gesichert, daB bei der Entstehung dieser Erkrankungen neben einer genetischen Disposition 
auch Umweltfaktoren eine Rolle spielea Auf der Ebene der genetischen Risikofaktoren sind z. B. bei detn 1DDM 
nur einige wenige Allele der MHC-Klasse II-Antigene eng mit dieser Erkrankung assoziiert Somit besteht die 
Mdglichkeit, Qber eine Analyse dieser Allele eine Risikogruppe fur IDDM zu definieren (vgL z. 3. Thomson et aL, 
15 Am J. Hum. Genet 43 (1988), 799-816 oderTodd et al. Nature 329 (1987), 599—604). 

Bei den an der Entstehung von IDDM beteiligten Umweltfaktoren handelt es sich wahrscheinlich um exogene, 
als Immunogen wirksame Peptidsequenzea In diesem Zusammenhang werden u. a. virale Antigene, die partielle 
Homologien zu korpereigenen Strukturen aufweisen, diskutiert Unter besonderen Umstanden, insbesondere in 
der postnatalen Phase, konnen durch die Nahrung aufgenommene Antigene, wie z. B. Rinderseruraalbumin, eine 
20 Immunantwort induzieren, welche aufgrund von Homologien zu korpereigenen Strukturen einen autoaggressi- 
ven ProzeB in Gang setzen konnen. 

Typisch fur den Krankheitsverlauf bei IDDM ist die progressive Zerstorung der Pankreas-fJ-Zellen durch 
cytotoxische Lymphozytea Dieser ProzeB setzt schon lange vor einer erkennbaren Stoning des Glucosestoff- 
wechsels eia Bei einer erkennbaren Manifestation des Diabetes sind bereits Qber 90% der fi-Zellen zerstort Es 
25 ware deshalb auBerordentlich wichtig, diese autoaggressiven T-Zellen fruhzeitig bei Risikopersonen zu erfassen, 
um die betroffenen Individuen einer kausalen Therapie zufuhren zu konnea 

Es gilt heute als gesichert, daB die Zerstorung von korpereigenem Gewebe bei Autoimmunerkrankungen 
anfanglich sehr langsam verlauft Im Anfangsstadium dieses Prozesses erkennen die autoaggressiven T-Zellen 
wahrscheinlich nur ein oder wenige Autoantigene. Arbeiten von Kaufman et al. (Nature 368 (1993), 69—72) und 
30 Tisch et aL (Nature 368 (1993), 72-78) an einem Tiermodell (NOD-Maus) des Typ l-Diabetes haben ergeben, 
daB beim spontan auftretenden Diabetes dieses Mausstammes die Initiate, Qber T-Zellen vermittelte Auto-Im- 
munreaktion gegen die GIutaminsaure-Decarboxyiase gerichtet ist Dabei werden in der NOD-Maus anfanglich 
nur 1 bis 2 Epitope am C-Terminus der GIutaminsaure-Decarboxyiase (GAD) erkannt Zu diesem Zeitpunkt 
lassen sich — wie oben ausgefiihrt — noch keine Veranderungen im Glucose- Metabolismus feststellen, wahrend 
35 hingegen eine Perinsulitis bereits nachweisbar ist. Erst im weiteren Krankheitsverlauf weitet sich das Spektrum 
der von den autoaggressiven T-Zellen erkannten Peptide der GAD aus. Nach einer Manifestation des Diabetes 
sind auch praaktivierte T-Zellen gegen andere Inselzell -Antigene nachweisbar, z. B. Peripherin, Heat Shock 
Protein HSP 65 und Carboxypeptidase H. 

Es gibt Hinweise, daB auch beim Menschen die Immunantwort gegen GAD ursachlich mit dem Entstehen des 
40 Typ I-Diabetes verkmipft ist. So lassen sich beispielsweise in (iber 80% der Pradiabetiker Autoantikorper gegen 
GAD nachweisen, wobei die atiologische Rolle dieser Autoantikorper allerdings gering eingeschatzt wird. Man 
nimmt vielmehr aa daB beim Typ I-Diabetes eine progressive Zerstorung der Pankreas-P-Zellen durch T-Lymp- 
hozyten vorliegt. Diese gegen GAD gerichteten T-Lymphozyten konnten bereits von mehreren Forschergrup- 
pen nachgewiesen werden (Harrison et aL, J. Clia Invest 89 (1992), 1161; Honeyrnan et aU J. Exp. Med. 177 (1993) 
45 535). Die von diesen Gruppen gefundenen Autoantikorper reagierten mit einem aus den Aminosauren 208 bis 
404 bestehenden Peptidfragmentdes GAD 67 kd Molekuls. 

In EP-A 0 519 469 werden autoimmun reagierende Polypeptide aus dem humanen GAD 65 kd Molekul 
offenbart Diese Polypeptide haben die Aminosequenz: 

so X-P-E-V-K-(ToderE)-K-Z, 

wobei X eine fakultative, aus 1 bis 10 Aminosauren ausgewahlte Sequenz ist und Z eine fakultative, aus 1 bis 8 
Aminosauren ausgewahlte Sequenz ist 

In der europaischen Patentanmeldung Nr. 95 100 764.0 werden autoreaktive Peptidsequenzen aus der huma- 
55 nen GAD 65 kd vorgeschlagea umfassend: 

(a) die Aminosauresequenz 

G-M-A-A-L-P-R-L-I-A-F-T-S-E-H-S-H-F-S-L-K-K-G-A-A, 

60 

(b) die Aminosauresequenz 
E-R-G-K-M-I-P-S-D-L-E-R-R-t-L-E-A-K-Q-K, 

65 (c) eine der in Abb. I oder 2 dargestellten Aminosauresequenzen, 

(d) Teilbereiche der in (a), (b) oder/und (c) dargestellten Aminosauresequenzen mit einer Lange von 
mindestens 6 Aminosauren oder/und 

(e) Aminosauresequenzen, die eine im wesentlichen aquivalente Spezifitat oder/und Affinitat der Bindung 
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an MHC-Molekule wie die in (a), (b), (c) oder/und (d) dargesteilten Aminosauresequenzen zeigen. 

Eine dcr vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Aufgabe bestand darin, neue autoreaktive Peptide bereit 
zustellen, die mit T-Zellen aus Typ I-Diabetikern, insbesondere rait T-Zellen aus frisch entdeckten Typ I-Diabeti- 
kern reagieren und somit friihe Auto-Epitope definieren. 5 

Diese Aufgabe wird gelost durch Peptide, Peptid-Derivate oder analog bindende MolekGle, die zum Nach- 
weis, zur Isolierung, zur Vermehrung, zur Anergisierung oder/und zur Elimination autoreaktiver T-Zellen 
geeignet sind Ein Gegenstand der Erfindung ist somit ein Peptid oder Peptid-Derivat, umfassend: 

(a) die Aminosauresequenz (I) 10 
D-V-N-Y-A-F-L-H-A-T-D-L-L-P-A-C-D-G-E-R, 

(b) die Aminosauresequenz (II) 

15 

S-N-M-Y-A-M-M-I-A-R-F-K-M-F-P-E-V-IC-E-K, 

(c) die Aminosauresequenz (III) 

N-W-E-L-A-D-Q-P-Q-N-L-E-E-I-L-M-H-C-Q-T, 20 

(d) die Aminosauresequenz (IV) 
T-L-K-Y-A-I-FC-T-G-H-P-R-Y-F-N-Q-L-S-T-G, 

25 

(e) die Aminosauresequenz (V) 
P-R-Y-F-N-Q-L-S-T-G-L-D-M-V-G-L-A-A-D-W, 

(f) die Aminosauresequenz (VI) 30 
T-Y-E-I-A-P-V-F-V-L-L-E-Y-V-T-L-K-K-M-R, 

(g) Teiibereiche der in (a), (b), (c) f (d), (e) oder/und 

(f) dargesteilten Aminosauresequenzen mit einer Lange von mindestens 6 Aminosauren oder/und 35 

(h) Aminosauresequenzen, die eine im wesentlichen aquivalente Spezifitat oder/und Affinitat der Bindung 
an MHC-Molekule wie die in (a), (b), (c), (d), (e), (f) oder/und (g) dargesteilten Aminosauresequenzen zeigen. 

Die Aminosauresequenzen (I) bis (VI) entsprechen den Aminosaureresten 86—105 (I), 246—265 (II), 146—165 
(III), 166- 185 (IV) f 176- 195 (V) und 206-225 (VI) der humanen GAD 65. 40 

Qberraschenderweise wurde festgestellt, daB Peptide, welche den Aminosauresequenzen (I) bis (VI) der 
humanen GAD 65 entsprechen, eine spezifische Reaktion mit T-Zellsubpopulationen zeigten, die aus frisch 
entdeckten Typ l-Diabetikern isoliert wurden. Somit handelt es sich bei den erfindungsgemaBen Peptiden um 
friihe Autoepitope, mit deren Verwendung eine sehr friihe Diagnose des Typ I- Diabetes ermoglicht wird 
Weiterhin konnen die erfindungsgemaBen Peptide auch therapeutisch angewendet werden, indem die mit den 45 
Peptiden reaktive T-Zellpopuiation ausgeschaltet wird. 

Bevorzugte Beispiele ftirT-Zellsubpopulationen, mit denen die erfindungsgemaBen Peptide der Aminosaure- 
sequenzen (I) oder/und (II) reagieren, sind die T-Zeilinien R.B. und M.G oder T-Zellen mit einer aquivalenten 
Bindungsspezifitat 

Die Aminosauresequenzen (I) bis (VI) sind Teiibereiche aus der 65 kD Isoform der humanen Glutaminsaure- 50 
Decarboxylase (GAD), deren vollstandige Aminosauresequenz von Bu et aL (Proc Natl. Acad. ScL USA 89 
(1992), 2115 ff.) beschrieben wurde. Die Aminosauresequenzen (I) bis (VI) wurden durch Anlegen von T-Zellinien 
aus dem peripheren Blut von Typ I-Diabetikern und anschlieBende in vitro Stimulation mit rekombinanter 
humaner GAD und Testen dieser T-Ze!linien in einem Proliferationsassay mit synthetischen Peptidsequenzen 
gefunden, die aus der humanen GAD-Sequenz abgeleitet wurden. 55 

Die erfindungsgemaBen Peptide konnen durch bekannte Syntheseverfahren mittels chemischer Methoden 
erzeugt werden oder durch KJonierung und Expression einer fur diese Peptide codierenden DNA-Sequenz in 
einer geeigneten Wirtszelle, insbesondere Ecoli, auf gentechnische Weise hergestellt werden. 

Weiterhin umfaBt die vorliegende Erfindung auch Peptide mit Teiibereichen der spezifisch angegebenen 
Aminosauresequenzen (I), (II), (III), (IV), (V) oder (VI), die eine Lange von mindestens 6 Aminosauren, vorzugs- 60 
weise von mindestens 8 Aminosauren, besonders bevorzugt von mindestens 10 Aminosauren und am meisten 
bevorzugt von mindestens 15 Aminosauren aufweisen. Die minimaie Lange eines erfindungsgemaBen Peptids 
wird durch seine Fahigkeit bestimmt, ein MHC-Molekul zu erkennen, mit ihm spezifisch zu binden und mit dem 
entsprechenden T-Zellrezeptor zu reagieren. 

Die maximale Lange der aus der GAD stammenden und MHC-bindenden Abschnitte in einem erfindungsge- 65 
maBen Peptid betriigt vorzugsweise 100 Aminosauren, besonders bevorzugt 50 Aminosauren und am meisten 
bevorzugt 25 Aminosauren. 

Neben Peptiden mit den Aminosauresequenzen (I) bis (VI) oder Teiibereichen davon betrifft die Erfindung 
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auch noch Peptide mit Aminosauresequenzen, die im wesentlichen aquivalente Spezifitat oder/und Affinitat der 
Bindung an MHC-Molekule wie die zuvor genannten Sequenzen zeigen und die vorzugsweise durch Substitu- 
tion, Deletion oder Insertion einzelner Aminosaurereste oder kurzer Abschnitte von Arainosaureresten aus den 
Aminosauresequenzen (I) bis (VI) abgeleitet sind oder analog bindende verfremdete Substanzen. 
5 Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung auch Peptidvarianten, die in ihrer Sequenz mit den oben 
genannten Aminosauresequenzen nicht vollig ubereinstimmen, sondern nur gleiche oder nahe verwandte "An- 
kerpositionen" aufweisen. Die Bezeichnung "Ankerposition" bedeutet in diesem Zusammenhang einen fur die 
Bindung an ein MHC-Molekul, insbesondere an ein MHC-Molekul der Klassen DR1, DR2, DR3 f DR4 oder DQ, 
wesentlichen Aminosaurerest Die Ankerposition fur das DRB1 040 1-Bindungsmotiv sind z. B.bei Hammer etaL,' 

io Cell 74 (1993), 197—203, angegeben. Derartige Ankerpositionen sind in erfindungsgemaBen Peptiden konser- 
viert oder gegebenenfails durch Aminosaurereste mit chemisch sehr nahe verwandten Seitenketten ersetzt (z. B. 
Aianin durch Valin, Leucin durch Isoleucin und umgekehrt). Die Bestimmung der Ankerpositionen in den 
erfindungsgemaBen Peptiden kann auf einfache Weise durch Tests von Varianten der oben angegebenen 
spezifischen Peptide auf ihre Bindungsfahigkeit an MHC-Molekule erfolgen. ErfindungsgeniaBe Peptide sind 

is dadurch gekennzeichnet, daQ sie eine im wesentlichen aquivalente Spezifitat oder/und Affinitat der Bindung an 
MHC-Molekule wie die zuvor genannten Peptide zeigen. Vorzugsweise besitzen die aus Peptiden mit den 
Aminosauresequenzen (I) bis (VI) abgeleiteten Peptide eine Sequenzhomologie von mindestens 30%, besonders 
bevorzugt von mindestens 50% und am meisten bevorzugt mindestens 60% mit den Ausgangspeptiden oder 
Teilsequenzen davon. 

20 Beispiele fur Varianten der spezifisch angegebenen Peptide sind die entsprechenden homologen Peptidab- 
schnitte aus der humanen GAD 67, deren vollstandige Arainosauresequenz ebenfalls von Bu et aL, supra, 
beschrieben wurde. 

Der Begriff "im wesentlichen aquivalente Spezifitat oder/und Affinitat der Bindung an MHC-Molekule" 
umfaBt auch eine gegenuber den Aminosauresequenzen (I) bis (VI) verbesserte Bindungsspezifitat oder/und 
25 -affinitat, die insbesondere bei verkurzten Peptiden gefunden wird, die eine Lange von vorzugsweise 8 bis 15 
Aminosauren besitzen. 

Weiterhin umfaBt die vorliegende Erfindung auch Peptid-Derivate. Dieser Begriff umfaBt Peptide, in denen 
eine oder mehrere Aminosauren durch eine chemische Reaktion derivatisiert worden sind Beispiele von erfin- 
dungsgemaBen Peptid-Derivaten sind insbesondere solche Molekule, in denen das Backbone oder/und reaktive 

30 Aminosaureseitengruppen, z. B. freie Aminogruppen, freie Carboxylgruppen oder/und freie Hydroxylgruppen, 
denvatisiert worden sind Spezifische Beispiele fur Derivate von Aminogruppen sind Sulfonsaure- oder Carbon- 
saureamide, Thiourethanderivate und Amraoniumsalze, z. B. Hydrochloride. Beispiele fur Carboxylgruppenderi- 
vate sind Salze, Ester und Amide. Beispiele fur Hydroxylgruppenderivate sind O-Acyl- oder O-Alkylderivate. 
Weiterhin umfaBt der Begriff Peptid-Derivat gemaB vorliegender Erfindung auch solche Peptide, in denen eine 

35 oder mehrere Aminosauren durch naturlich vorkommende oder nicht naturlich vorkommende Aminosaureho- 
mologe der 20 "Standard'-Aminosauren ersetzt werden. Beispiele fur solche Homologe sind 4-Hydroxyprolin, 
5-Hydroxylysin, 3-Methylhistidin, Homoserin, Ornithin, P-Alanin und 4-Aminobuttersaure. 

Insbesondere sind solche Peptide bevorzugt, welche eine im wesentlichen aquivalente Spezifitat oder/und 
Affinitat der Bindung an MHC-Molekule wie Peptide mit den Aminosauresequenzen (I) bis (VI) aufweisen, die 

40 aber im Gegensatz zu diesen Peptiden keine Aktivierung von T-Zellen, sondern die Erzeugung eines anergen 
Zustands in T-Zellen hervorruf en. 

Von der vorliegenden Erfindung werden auch Polypeptide erfaBt, in denen der MHC-bindende Peptidab- 
schnitt Bestandteii einer groBeren Polypeptideinheit ist, wobei die Verbindung von MHC-bindendem Peptid und 
dem Rest der Polypeptideinheit vorzugsweise eine Sollbruchstelle aufweist, z. B. eine Proteasespaltstelle. 

45 Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Peptid oder Peptid-Derivat, das eine signalerzeu- 
gende Substanz bzw. eine Markierungsgruppe, z. B. eine nuoreszenzmarkierungsgruppe (z. B. Rhodamin, Phy- 
coerythrin), Digoxin, Biotin, eine radioaktive Gruppe oder eine Toxingruppe (z. B. Ricin, Choleratoxin eta) tragt 
Durch Kopplungdes erfindungsgemaBen Peptids mit Markierungsgruppen kann das Peptid als diagnostisches 
Mittel fur in vivo oder in vitro (z. B. Imaging) Anwendungen oder als therapeutisches Mittel eingesetzt werden. 

50 Weiterhin kann das erfindungsgemaBe Peptid auch beispieisweise in cyclisierter Form oder in oligomerer Form 
vorliegen, wobei die fur die Bindung an das MHC-Molekul wichtigen Sequenzen durch Spacerregionen vonein- 
ander getrennt sind 

Die Erfindung betrifft auch peptidmimetische Substanzen, die eine im wesentlichen aquivalente Spezifitat 
oder/und Affinitat der Bindung an MHC-Molekule wie die zuvor genannten Peptide oder Peptid-Derivate 

55 zeigen. Peptidmimetische Substanzen oder Peptidmimetika sind Verbindungen, die Peptide in ihrer Wechselwir- 
kung mit den MHC-Molekulen ersetzen konnen und gegenuber den nativen Peptiden eine erhohte metabolische 
Stability bessere Bioverfiigbarkeit und groBere Wirkungsdauer aufweisen konnen. Methoden zur Herstellung 
von Peptidmimetika sind beschrieben bei Giannis und iColter, Angew. Chem. 105 (1993), 1303- 1326, Lee et aL, 
BulL Chem. Soc Jpn. 66 (1993), 2006-2010 und Dorsch et al„ Kontakte (Darmstadt) (1993) (2), 48-56. Bezuglich 

60 der Herstellung erfindungsgemaBer peptidmimetischer Substanzen wird auf die Offenbarung dieser Literatur- 
stellen verwiesen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Komplex, der mindestens ein erfindungsgemaBes 
Peptid Peptid-Derivat oder Peptidmimetikum und mindestens ein MHC-Molekul oder ein peptidbindendes 
Derivat eines MHC-Molekuls umfaBt. In diesem Komplex ist ein Peptid Peptid-Derivat oder Peptidmimetikum 
65 mu einer Bindungskonstante von vorzugsweise mindestens 10 -7 l/mol, besonders bevorzugt im Bereich von 
10 -10 l/mot an ein MHC-Molekul oder ein peptidbindendes Derivat eines MHC-Molekuls gebunden. 
Alternativ kann das Peptid Peptid-Derivat oder Peptidmimetikum auch kovalent an das MHC-Molekul gekop- 
pek sein, z. B. uber einen Photolinker oder als kovalente genetische Peptid-MHC-Fusion. Ein derartiges Peptid- 
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MHC-Fusionsprotein enthalt vorzugsweise eine HLA-DR beta-Kette und ein damit genetisch fusioniertes 
autoreaktives Peptid Besonders bevorzugt enthalt der Komplex ein MHC-Klasse II-Molekul oder ein peptid- 
bindendes Derivat davon. 

Das MHC-Klasse II-Molekul ist vorzugsweise vom Typ DR, beispielsweise vom Typ DR1, DR2 oder DQ6, 
Besonders bevorzugt ist das MHC-Klasse H-Molekul vom Subtyp DR Bl 0101, DR Bl 1501, DR Bl 1502 oder 5 
DQ Bl 0602. Die T-Zellinie R.B. proliferiert mit dem autoreaktiven Peptid der Aminosauresequenz 86—105 von 
GAD 65 kd in Anwesenheit des DR Bl-Allels 0101. Die T-Zellinie M.C proliferiert mit dem autoreaktiven Peptid 
der Aminosauresequenz 246—265 von rGAD in Gegenwart des DR Bl-AJleis 1501 oder/und des DQ Bl-Allels 
0602. 

Die Nukleotidsequenzen der fur ein MHC-KJasse II-Molekul der obigen Subtypen kodierenden Gene sind 10 
veroffentlicht in Corell et aL (MoL Immunol. 28 (1991), 533—543). Auf den Inhalt dieser Publikation wird hiermit 
Bezug genommen. 

Der Begriff "peptidbindendes Derivat eines MHC-Molekuis" umfaBt Fragmente von MJ"fC-Molekulen, die 
durch proteolytische Spaltung nativer MHC-Molekule oder durch rekombinante DNA-Techniken hergestellt 
sind und ihre peptidbindenden Eigenschaften im wesentlichen beibehalten haben. Weiterhin sind unter diesem 15 
Begriff Fusionsproteine zu verstehen, die neben einem fur die Peptidbindung verantwortlichen MHC-Anteil 
noch weitere Polypeptid-Komponenten enthalten. 

Die erfindungsgemaBen Peptid-MHC-Komplexe werden vorzugsweise durch Assoziierung peptidfreier 
MHC-Molekule oder MHC-Molekulderivate rait den erfindungsgemaBen Peptiden, Peptid-Derivaten oder 
Peptidmimetika hergestellt Die Herstellung von peptidfreien MHC-Molekulen kann beispielsweise durch Ent- 20 
faltung von nativen MHC-Molekulen, um gebundene Peptide zu dissoziieren, und Riickfaltung der leeren 
MHC-Molekule erfolgen (siehe Dornraair und McConnelt, Proa NatL Acad ScL USA 87 (1990), 4134-4138 und 
WO91/14701). 

Andererseits konnen peptidfreie MHC-Molekule auch durch rekombinante Herstellung von MHC-Moleku- 
len oder Derivaten davon gewonnen werden. Beispiele hierfiir sind die Expression von MHC-KJasse II-MoIekii- 25 
len in Fibroblasten (Germain und Malissen, Ann. Rev. ImraunoL 4 (1990), 281—315) sowie die Expression von 
loslichen MHC-Klasse II-MoIekiilderivaten ohne Membrananker in CHO-Zellen (Wettstein et aL, J. Exp. Med 
174 (1991), 219-228, Buelow et aL, Eur. J. Immunol. 23 (1990), 69-76) und mittels des Baculovirus- Expressions- 
systems in Insektenzellen (Stern und Wiley, Cell 68 (1992), 465-477; Scheirle et aU J. Immunol. 149 (1992), 
1994-1999). Auch MHC-Klasse I-Molekule wurden in CHO-Zellen (Fahnestock et aL, Science 258 (1992), 30 
1658-1662) in Insektenzellen (Jackson et aL, Proa NatL Acad ScL USA 89 (1992), 12117- 12120; Matsamura et 
aL, J. Biol. Chem. 267 (1992), 23589-23595) sowie in Fibroblasten (Mage et aL, Proc. Natl. Acad ScL USA 89 (1992), 
10658 - 1 066 1) exprimiert 

Weiterhin ist auch die Expression von peptidfreien MHC-Molekulen in E.coli bekannt (Parker et aL, MoL 
ImmunoL 29 (1992), 371-378; Zhang et aL, Proc NatL Acad ScL USA 89 (1992X 8403 - 8407; Garboczi et aL, 35 
Proa NatL Acad ScL USA 89 (1992), 3429-3433; Altraan et aL, Proa NatL Acad ScL USA 90 (1993), 
10330—10334). Auf die in diesen Veroffentlichungen beschriebenen Techniken zur rekombinanten Expression 
von MHC-Molekulen oder MHC-Molekulderivaten wird fur die voriiegende Erfindung Bezug genommen. 

Vorzugsweise ist der MHC-Bestandteil des erfindungsgemaBen Komplexes ein rekombinantes MHC-Mole- 
kul oder ein peptidbindendes Derivat davon und besonders bevorzugt ein losliches MHC-Molekiiiderivat, bei 40 
dem der Membrananker teilweise oder vollstandig deletiert ist 

Zur Identifizierung von MHC-Molekulen, welche das erfindungsgemaBe autoreaktive Peptid prasentieren, 
werden die Antigen prasentierenden Zellen eines Spenders mit dem erfindungsgemaBen Peptid in markierter 
Form inkubiert, wobei vorzugsweise zuerst gebundene Peptide durch Denaturierung nativer MHC-Molekule 
dissoziiert werden. AnschlieBend konnen die markierten MHC- Peptid- Komplexe mit Subtyp-spezifischen Anti- 4$ 
korpern, die gegen Framework-spezifische Determinanten der MHC-Molekule gerichtet sind, immunprazipi- 
tiert und aufgrund des Vorhandenseins der markierten Peptide identifiziert werden. 

Alternativ konnen als Antigen pnisentierende Zellen auch EBV (Epstein-Barr- Virus) transformierte B-Zellen 
des Spenders verwendet werden. 

Die Herstellung der erfindungsgemaBen Komplexe aus einem rekombinanten MHC-Molekulderivat kann 50 
beispielsweise so erfolgen, daB DNA- Fragmente fur die loslichen Teile der a- und p-Ketten eines MHC-Mole- 
kuls, z. B. eines MHC-DR1-, DR2- oder DQI-Molekuls durch PCR isoliert werden, wobei als Template cDNA 
aus einer EBV transformierten B-Zellinie des Spenders benutzt wird welche das entsprechende MHC-Molekiil 
exprimiert Bei diesem Schritt wird vorzugsweise am C-Terminus der a- und der (J-Kette durch entsprechende 
Auswahl des PCR-Primers eine Reinigungshilfe, z. B. ein Oligohistidinsegment (z. B. ein Hexa-Histidin-Segment), 55 
eingefuhrt Die PCR*Produkte konnen anschlieBend in Ecoli subkloniert und als Inclusion- Bodies exprimiert 
werden. Die Inclusion-Bodies konnen nach bekannten Verfahren (vgl. Literaturstellen zur Expression von 
MHC-Molekulen in E.coli, supra) solubilisiert und die MHC-Proteine mittels Metall-Chelat-Affinitatschromato- 
graphie gereinigt werden. AnschlieBend werden die a- und (J-Untereinheiten in Anwesenheit des Peptids 
renaturiert 60 

Der erfindungsgemaQe Peptid-MHC-Komplex kann auch eine wie oben beschriebene Markierungsgruppe 
tragen, wobei die Markierungsgruppe sowohl am Peptidbestandteil als auch am MHC-Bestandteil des Comple- 
xes durch bekannte Methoden gebunden sein kann. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein oiigomerisierter Peptid-MHC-lComplex, der 
mindestens 2 MHC-Moiekiile oder MHC-Molekulderivate enthalt, die iiber kovalente oder nichtkovalente 65 
Wechselwirkungen assoziiert sind Ein derartiger oiigomerisierter Peptid-MHC-Molekiil-IComplex hat gegen- 
iiber bekannten (bezuglich des MHC-Molekuls) monomeren Komplexen den Voaeil einer hoheren Affinitat und 
somit einer verbesserten diagnostischen oder/und therapeutischen Wirksamkeit 
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In einer Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung kann ein derartiger oligomerisierter Komplex durch 
kovalente Quervernetzung von monomeren Peptid/MHC-Molekul-Komplexen uber chemische Kopplungsrea- 
genzien, z. B. N-SucxnnimidyI-3(2-pyridykhio)propionat, 3-MaIeimidobenzoyl-N-hydroxy-succinimidester, Ma- 
leimidohexanoyl-N-hydroxy-succinimidester, Bis(maIeimidomethyi)ether, Disuccirumidylsuberat, Glutardialdeh- 
5 yd eta nach bekannten Verfahren hergestellt werden. Gegebenenfalls kdnnen auch einzelne Aminosauren der 
Peptidkomponente oder der MHC- Komponente so verandert sein, daB spezielle Kopplungsreagenzien an 
dieser Stelle bevorzugt angreifen. So lassen sich durch Einfuhrung von zusatzlichen Cystein- oder Lysin-Resten 
auf rekombinantem Wege bei der Proteinkomponente bzw. durch chemische Synthese bei der Peptidkomponen- 
te Kopplungen uber SH- Linker bzw. fiber Aminogruppen erzielen. 

10 In einer weiteren Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung kann der oligomerisierte Peptid-MHC-Kom- 
plex so hergesteilt werden, daB die an das MHC-Molekul bindende Peptidkomponente als Oligomer eingesetzt 
wird, d. h. als ein Peptidmolekui, das mindestens 2 MHC-bindende Bereiche enthalt wobei die fur die Bindung an 
das MHC-Molekul wichtigen Sequenzen durch Spacerregionen voneinander getrennt sind Diese Spacerregio- 
nen bestehen ublicherweise aus 10—15 Aminosauren. Man verwendet kleine, hydrophile Aminosauren, z.B. 

15 Glycin, Alanin, Serin, Prolin bzw. Kombinationen davon. Bei einer Renaturierung von peptidfreien MHC-Mole- 
kulen in Anwesenheit dieser Peptidoligomere entsteht der erfindungsgemaBe oligomerisierte Komplex, der 
durch die oligomerisierte Peptidkomponente uber nicht-kovalente Wechselwirkungen vernetzte MHC-Moleku- 
le enthalt 

Weiterhin kdnnen oligomerisierte Peptid-MHC-Komplexe durch Modifikation rekombinant hergestellter 

20 MHC-MolekQle erzeugt werden. So kann bei Herstellung der Vektoren fur die Expression rekombinanter cc- 
bzw. 0-Ketten von MHC-KIasse II-MoIekGIen ein Gensegment, vorzugsweise jeweils am C-Terminus, einklo- 
niert werden, das fur ein Epitop codiert, das von einem Antikorper erkannt wird. Dieser Antikorper kann vom 
IgG-Typ, vorzugsweise aber vom IgM-Typ sein. Die renaturierten monomeren Peptid/MHC-Komplexe werden 
dann mit einem, das eingefiihrte Epitop erkennenden Antikorper inkubiert, so daB nicht-kovalent vernetzte 

25 Immunkomplexe, bestehend aus mehreren Antikorpern und mehreren Peptid-MHC-Komplexen, erzeugt wer- 
dea Die Einfuhrung von DNA-Segmenten, die fur ein Epitop codieren, in die fur die a- bzw. P-Kette des 
MHC-MolekOls codierenden DNA-Fragmente kann raittels bekannter molekularbiologischer Techniken erfol- 
gen,z. B. durch Insertion in Restriktionsstellen oder durch zielgerichtete Mutagenese. 

Der erfindungsgemaBe oligomerisierte Peptid-MHC-Komplex enthalt ein Peptid, das die Aminosauresequen- 

30 zen (I), (11), (III), (IVX (V), (VI), Teilbereiche davon oder/und davon abgeleitete Aminosauresequenzen umfaBt, 
oder ein Peptid-Derivat oder Peptidmimetikum davon. Der oligomerisierte Komplex kann vorzugsweise als 
diagnostisches oder therapeutisches Reagenz bei Typ I-Diabetes eingesetzt werden. 

Die Erfindung betrifft somit auch eine pharmazeutische Zusammensetzung, die ein Peptid, Peptid-Derivat, 
Peptidmimetikum oder/und einen Peptid-MHC-Komplex als aktive Komponente gegebenenfalls in Kombina- 

35 tion mit pharmazeutisch ublichen Zusatzstoffen enthalt Die Zusammensetzung kann weiterhin eine akzessori- 
sche stimulierende Komponente enthaiten, z. B. Cytokine wie IL-2 und IL-4 oder/und das Oberflachenantigen B7 
(Wyss-Coray et aU Eur. J. Immunol. 23 (1993X 2175-2180; Freeman et aL, Science 262 (1993), 909-91 1), das mit 
dem Oberflachenmolekul CD-28 auf einer T-Zelle binden kann. Die Anwesenheit der akzessorischen stimulie- 
renden Komponente kann die therapeutische Wirkung der Zusammensetzung verbessern oder/und modifizie- 

40 ren. 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ferner die Verwendung einer pharmazeutischen Zusammen- 
setzung, die ein Peptid, Peptid-Derivat, Peptidmimetikum oder/und einen Peptid-MHC-Komplex enthalt zur 
Herstellung eines Mittels fur die Diagnose von Erkrankungen oder einer Predisposition fur Erkrankungen, die 
das Immunsystem beeinflussen, oder fur die Diagnose von Tumorerkrankungen oder einer Predisposition fur 

45 Tumorerkrankungen, insbesondere fur die Diagnose von Autoimmunerkrankungen oder einer Predisposition 
fur Autoimmunerkrankungen, z. B. Diabetes Typ I oder Typ II, vorzugsweise Diabetes Typ I. 

Analoge diagnostische Anwendungen sind jedoch auch bei anderen Autoimmunerkrankungen raoglich. Bei- 
spiele derartiger Autoimmunerkrankungen sind Multiple Sklerose, wo reaktive T-Zellen gegen das Myelin Basic 
Protein oder das Proteolipid-Protein bestimmt werden konnen, rheumatoide Arthritis, wo reaktive T-Zellen 

50 gegen Kollagen Typ II, Cytokeratine und Hsp 65 bestimmt werden konnen, Basedow-Krankheit, wo reaktive 
T-Zellen gegen Thyroidperoxidase bestimmt werden konnen. 

Allgemein ist die diagnostische Anwendung bei alien Erkrankungen mdglich, die das Immunsystem beeinflus- 
sen, wie z. B. auch bei der ArterioskJerose. Hier wurde eine Assoziation der Krankheit mit einer Immunantwort 
gegen das Heat Shock Protein Hsp 65 nachgewiesen (Xu et aL, Lancet 34 1 , 8840 (1 993), 255 - 259> 

55 Noch eine weitere Anwendung ist der diagnostische Nachweis von T-Zeilen, die gegen Tumorantigene 
reagieren. Beispiele hierfur sind T-Zeilen gegen ein Melanom-assoziiertes Antigen MAGE I, die aus Melanom- 
patienten isoliert wurden (van der Bruggen et aL, Science 254 (199 IX 1643- 1647). Der Nachweis dieser T-Zellen 
kann mit erfindungsgemaBen oligomerisierten Komplexen schon in einem Stadium erfolgen, in dem der Tumor 
aufgrund einer noch zu geringen Zellmasse mit herkommlichen Methoden noch nicht nachweisbar ist Ferner 

6o konnte der Nachweis von spezifisch reagierenden T-Zellen auch zur Verlaufskontrolle bei einer Anti-Tumorvak- 
zinierung eingesetzt werden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein Verfahren zur Bestimmung einer spezifi- 
schen T-Zell-Subpopulation, welches dadurch gekennzeichnet ist, daB man eine T-Zellen enthaltende Probe, die 
vorzugsweise aus einer Korperflussigkeit, z. B. Vollblut, stammt, mit einem erfindungsgemaBen Peptid, Peptid- 

65 Derivat, Peptidmimetikum oder/und einem erfindungsgemaBen Komplex in Kontakt bringt und die Reaktion 
von T-Ze!len mit dem Peptid oder Komplex bestimmt Eine spezifische Reaktion von T-Zellen mitdem Komplex 
oder dem Peptid kann z, B. durch eine erhohte T-Zellenproliferation nachgewiesen werden, die sich durch den 
Einbau von Radioaktivitat messen laBt Andererseits kann die Reaktion von T-Zellen auch direkt durch Verwen- 
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dung eines markierten Peptids oder Komplexes bestimmt werden. Bei dieser Ausfuhrungsform werden das 
Peptid oder der Komplex vorzugsweise mit einer daran gekoppeiten Fluoreszenzraarkierungsgruppe verwen- 
det Die Auswertung kann beispielsweise durch FACS-Analyse erfolgen, wobei die T-Zeilen rait einem ersten 
Fluoreszenzmarker, der an einen T-Zell-spezifischen Antikorper gekoppelt ist, und dann mit dem Peptid- 
MHC-Komplex, der mit einera zweiten Fluoreszenzmarker gekoppelt ist in Kontakt gebracht werden und das 5 
Vorhandensein von doppelmarkierten Zellen durch fluorographische Analyse bestimmt wird Auf diese Weise 
wird eine T-Zell-Sub population bestimmt, die durch ihre Reaktivitat mit einem erfindungsgemaBen Peptid oder 
Peptid- Derivat oder/und mit einem erfindungsgemaBen Peptid-MHC-Komplex charakterisiert ist Aufgrund der 
geringen Konzentration der spezifischen T-Zell-Population im Blut erfolgt als erster Schritt des Verfahrens 
vorzugsweise eine Selektion auf praaktivierte T-Zellen, z. B. eine selektive Anreicherung von IL-2-Rezeptor-po- 10 
sitiven T-Zeilen durch Inkubatibn mit IL-2 oder/und durch Inkubation mit IL-2-Rezeptor-Antikorper und 
anschlieBende Separation der Antikorper-bindenden Zellen beispielsweise mit iramunmagnetischen Methoden. 
Andererseits kann die Selektion auf praaktivierte Zellen erst nach dem Kontakt der T-Zelfen mit dem Peptid 
oder dem Komplex erfolgen. 

In einer Abwandiung dieses Verfahrens kann auch das Verhaltnis von praaktivierten autoreaktiven T-Zellen, 15 
d h. T-Zellen mit dem IL-2-Rezeptor als Oberflachenmarker, zu nicht-aktivierten autoreaktiven T-Zellen, d h. 
T-Zellen ohne den IL-2-Rezeptor, bestimmt werden. 

Dieses Verfahren kann insbesondere zur Diagnose von Typ I-Diabetes, aber auch bei anderen das Immunsy- 
stem beeinflussenden Erkrankungen bzw. zur Diagnose einer Predisposition fur derartige Erkrankungen ange- 
wendet werden. 20 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung einer pharmazeutischen Zusam- 
mensetzung, die ein Peptid, Peptid- Derivat, Peptidmimetikum oder/und einen Peptid-MHC-Komplex enthalt, 
zur Herstellung eines Mittels fiir die Therapie oder Prevention von Erkrankungen, die das Immunsystem 
beeinflussen. Zur therapeutischen Anwendung der erfmdungsgemaBen Peptide und der erfmdungsgemaBen 
Peptid-MHC-Komplexe konnen beispielsweise mit Toxinen gekoppelte Peptide oder Peptid-MHC-Komplexe 25 
verwendet werden, andererseits konnen aber auch Peptide aileine oder als Bestandteile des Komplexes einge- 
setzt werden, die zwar eine Bindung an den T-Zellrezeptor ermoglichen, aber keine Aktivierung der T-Zeile 
hervorrufen, d h. die also anergisierend wirken. 

Die therapeutische Wirkung derartiger anergisierender Peptidanaloga beruht darauf, daB der T-Zellrezeptor 
(TCR) zur Aktivierung der T-Zelle mit einem Peptid wechselwirken rauB, das von einem MHC-Antigen der 30 
Klasse I oder Klasse II prasentiert wird Dabei sind insbesondere Aminosauren in Ankerpositionen des Peptids 
fiir die Bindung an das MHC-Motekul verantwortlich, wahrend andere Aminosauren im Peptid zur Wechselwir- 
kung mit dem TCR beitragen und somit eine T-Zeilstimulation hervorrufen. Durch Arninosauresubstitutionen in 
den Peptiden konnen nun Peptidanaloga hergestellt werden, die aufgrund des Vorhandenseins der Ankerpositio- 
nen noch an das MHC-Molekiil binden, andererseits aber nur eine partielle oder keine T-Zellaktivierung 35 
hervorrufen (vgL z. B. Sloan- Lancaster et aL, Nature 363 (1993), 156—159). Z.B. konnen solche Peptidanaloga 
bewirken, daB die Expression bestiramter Oberflachenmolekule hochreguliert wird (z. B. IL2-Rezeptor, LFA-1), 
daB jedoch keine Proliferation oder Cytokin- Expression erfolgt. T-Zellen, die mit einem solchen Peptidanalogon 
in Wechseiwirkung treten, gehen in einen sogenannten anergen Zustand uber, d h. sie konnen auch durch eine 
nachfolgende regulare Stimulation mit einem immunogenen Peptid nicht mehr proiiferieren. Dieser anerge 40 
Zustand halt mindestens 7 Tage an und laBt sich deshalb therapeutisch bei der Behandlung einer Autoimmuner- 
krankung nutzen. 

Ein weiterer therapeutischer Aspekt der vorliegenden Erfindung besteht darin, daB das Pepud bzw. der 
Komplex aus Peptid und MHC-Mo!ekuI als Antigen verwendet werden kann. Ein derartiges Antigen kann dabei 
als Immunogen, d h. als ein die Immunantwort stimuiierendes Mittei oder als Tolerogen wirken, d h. als ein 45 
Mittel, das eine Immuntoleranz hervorruft Die Verwendung als Immunogen kann z. B. bei der Vakzinierung 
gegen Tumorantigene Verwendung finden. Statt den bisher zu diesem Zweck verwendeten ganzen Tumorzellen 
ist es moglich, daB von den T-Zellen erkannte tumorspezifische Peptide ira Komplex mit dem entsprechenden 
MHC-Molekul, insbesondere in Form eines oligomerisierten Komplexes, zu injizieren, urn eine T-Zellantwort 
gegen den Tumor zu erzeugen. Zur Erhohung der Immunstimulation kann dieser Komplex auch in Kombination so 
mit zusatzlichen stimulierenden Substanzen verabreicht werden. Zu diesem Zweck sind beispielsweise Cytokine, 
wie etwa IL2 oder IL4 geeignet, die gegebenenfalls und vorzugsweise kovalent mit dem erfmdungsgemaBen 
Peptid-MHC-Komplex verkniipft sind Eine weitere Moglichkeit ist die Assoziierung des Komplexes mit akzes- 
sorischen Komponenten fiir die T-Zellaktivierung, insbesondere mit fur Antigen prasentierenden Zellen essen- 
tiellen Oberflachenmolekiilen, z. B. dem Oberflachenmolekul B7. 55 

Eine bevorzugte therapeutische Formulierung ist der Einbau von mit Peptid beladenen MHC-Molekulen in 
kunstliche Vesikei, z. B. Lipidvesikel, die gegebenenfalls noch weitere membrangebundene Molekule tragen 
konnen, wie z. B. B7 oder/und immobilisierte Cytokine. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Isolierung von T-Zellsubpopulationen, die mit 
einem erfindungsgemaBen Peptid oder Peptid-MHC-Komplex reagieren. Bei einem solchen Verfahren bringt so 
man eine T-Zellen enthaltende Probe, die z. B. aus einer Korperflussigkeit stammt, die einem Patienten vorher 
entnommen wurde, mit einem erfindungsgemaBen Peptid oder einem erfmdungsgemaBen Peptid-MHC-Kom- 
plex in Kontakt, identifiziert die mit dem Peptid oder Komplex reagierenden T-Zellen und trennt sie gegebenen- 
falls von anderen T-Zellen ab. Auch hier kann vor oder/und nach dem Kontakt der T- Zellen mit dem Peptid oder 
dem Komplex vorzugsweise eine Selektion auf praaktivierte T-Zellen, d h. T-Zellen mit dem IL-2-Rezeptor, 65 
erfolgen. 

Bei einem solchen Verfahren kann man das Peptid oder den Peptid-MHC-Komplex in immobilisierter Form 
auf einem Trager verwenden, wodurch die Abtrennung der positiv reagierenden T-Zell-Population von anderen 
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T-Zellen vereinfacht wird Aus den auf diesc Weise isolierten T-Zeil-Subpopulationen konnen durch Restimula- 
tion T-Zellinien angelegt werden. Diese autoreaktive T-Zellinien konnen dann zur Immunisierung von Patienten 
verwendet werden. 

Eine spezifische Immuntherapie des Typ I-Diabetes umfaBt zunachst die Isolierung von spezifischen T-Zelli- 
5 nien gegen ein Autoantigen, z. B. GAD 65 aus IDDM-Patienten. Dann erfolgt eine Bestimmung der Feinspezifi- 
tat der T-Zellinien, dL h. die Identifizierung der autoreaktiven Peptide. Fur die spatere Inokulation der Patienten 
werden solche T-Zellinien ausgewahlt, die ein pradominantes Peptid erkennen, d h. ein Peptid gegen das 
mehrere der isolierten T-Zellinien reagieren. Insbesondere handelt es sich dabei ura T-ZelHinien, welche ein 
Peptid mit den Aminosauresequenzen (IX(HX (HQ, (IV), (V) oder(Vl) erkennen. 

to Falls sich bei einera Patienten kein eindeutig pradominantes Peptid findet, mussen fur die spatere Inokulation 
mehrere T-Zellinien gemischt werden. Die ausgewahhen T-Zellklone werden vor der Inokulation nochmals mit 
Antigen-prasentierenden Zellen und den entsprechenden Peptiden stimuliert, um eine gute Expression von 
Aktivierungsmolekulen und insbesondere der T-Zellrezeptoren zu gewahrleisten. Dann werden die T-Zellinien 
inaktiviert, z. B. durch Hitzebehandlung oder/und radioaktive Bestrahlung, vorzugsweise -rait einer Dosis im 

15 Bereich von 4000—10000 rad besonders bevorzugt ca. 8000 rad und subkutan in einer Zellenzahl von vorzugs- 
weise 10 7 bis 5 x 10 7 in den Patienten, aus dem sie gewonnen wurden t injiziert Oblicherweise werden minde- 
stens drei Injektionen uber einen Zeitraum von 6 bis 12 Monaten verteilt 

AnschlieQend kann man die T-Zellantwort des Patienten auf das Inokulat testen. Hierzu isoliert man die 
peripheren Blutlymphozyten (PBLs) des Patienten, z. B. uber FtcoH-Dichte-Gradientenzentrifugation, und testet 

20 die Proliferation gegen das Inokulat in einem Standard-Proliferationstest Nach erfolgreich veriaufender Im- 
munisierung sollte eine deutliche Proliferation der Patienten- PBLs gegen das Inokulat nachweisbar sein. Eine 
weitere Kontrolle des Immunisierungserfolgs kann durch Bestimmung der Frequenzen der GAD-reaktiven 
T-Zellen des Patienten im Verlauf der Immunisierung erfolgen. Dies kann z. B. nach dem Standardverf ahren der 
Limiting Dilution mit autologen Stimulatorzeilen erfolgen, die nach Inkubation mit GAD mit z. B. 4000 rad 

25 bestrahlt worden sein. Bei erfolgreich veriaufender Immunisierung nimmt die Frequenz der autoreaktiven 
T-Zellen deutlich ab. 

Nach weiterer Eingrenzung der von den regulatorischen T-Zellen erkannten Oberflachenstrukturen auf den 
T-Zeilen des Inokulates kann auch mit Teilstrukturen der regulatorischen T-Zellen immunisiert werden, z. B. mit 
Segmenten des T-Zellrezeptors. 

30 Andererseits konnen bei einer Antitumorvakzinierung auch teilungsfahige T-Zellen reinjiziert werden, die zu 
einer aktiven Immunisierung des Patienten gegen Tumorzellen fuhren konnen. 

Bei den diagnostischen und therapeutischen Verfahren zur Identifizierung bzw. Aktivierung/Inhibierung von 
spezifischen T-Zellsubpopulationen kann anstelle der erfindungsgemaBen Peptide oder Peptid-MHC-Molekule 
auch ein anti-idiotypischer Antikorper verwendet werden, der die Wirkung des MHC-Peptid-Komplexes nach- 

35 ahmt Derartige Antikorper konnen ohne weiteres erhalten werden, indem eine gegen ein bestimmtes Peptid 
spezifische T-Zellsubpopulation als Immunogen zur Erzeugung eines Antikorpers (z. B. in einer Maus) verwen- 
det wird oder indem zuerst ein erster Antikorper gegen den MHC-Peptid-Komplex und dann ein antiidiotypi- 
scher Antikorper gegen den ersten Antikorper erzeugt wird 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit auch ein Antikorper (erster Antikorper) gegen ein 

40 erfindungsgemaBes Peptid oder Peptid- Deri vat oder einen erfindungsgemaBen Komplex, erhaltlich durch Im- 
munisierung, mit dem Peptid Peptid-Derivat oder Komplex und Gewinnung eines durch Immunisierung erzeug- 
ten Antikorpers, vorzugsweise eines durch das Verfahren von Kohler und Milstein oder Weiterentwicklungen 
davon hergestellten monoklonalen Antikorpers. 

SchlieBlich betrifft die Erfindung auch einen anti-idiotypischen Antikorper gegen den ersten Antikorper, 

45 erhaltlich durch Immunisierung mit dem ersten Antikorper, der gegen das Peptid oder Peptid-Derivat oder den 
Komplex gerichtet ist, und Gewinnung eines durch die Immunisierung erzeugten anti-idiotypischen Antikorpers. 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine T-Zelle, die mit einem erfindungsgemaBen 
autoreaktiven Peptid Peptid-Derivat oder Peptidmimetikum oder einem Komplex aus Peptid und MHC-Mole- 
kul reagiert Bevorzugte Beispiele sind T-Zellen, die von den T-Zellinien R.B. oder MG stammen oder eine 

so aquivalente T-Zellrezeptor-Bindungsspezifitat aufweisen, d h. ein von einera MHC-Molekul prasentiertes Pep- 
tid oder Peptid-Derivat der Aminosauresequenzen (IX (II), (III), (IV), (V) oder/und (VI) oder/und Teilbereichen 
dieser Aminosauresequenzen erkennen. 

SchlieBlich betrifft die vorliegende Erfindung auch die Verwendung von Peptiden aus GAD, insbesondere 
humaner GAD 65, davon abgeleiteten Peptid- Derivaten oder Peptidmimetika zur Herstellung eines Arzneimit- 

55 tels, das bei Verabreichung an Diabetes-Patienten zur Ausbildung einer Immuntoleranz fuhrt Vorzugsweise 
werden hierfur Peptide der Aminosauresequenzen (I), (II), (III), (IV), (V), (VI) bzw. mit den in EP 95 100 764.0 
vorgeschlagenen Aminosauresequenzen, Teiibereiche dieser Peptide mit einer Lange von mindestens 6 Amino- 
sauren oder/und Aminosauren mit einer im wesentlichen aquivalenten Spezifitat oder/und Affinitat der Bindung 
an MHC-Molekule wie die obengenannten Peptidsequenzen verwendet Vorzugsweise haben die Peptide eine 

6o Lange von mindestens 8 Aminosauren, besonders bevorzugt eine Lange von 1 0 bis 25 Aminosauren. 

Grundlage dieser Erfindung sind Beobachtungen, die bei einer in vitro-Verwendung von Peptiden zur T-Zell- 
stimulation gemacht wurdea Wenn man namlich bereits etablierte T-Ze!!inien mit einem als reaktiv identifizier- 
ten Peptid z. B. einem Peptid mit einer Lange von 20 Aminosauren, stimuliert, dann erfolgt eine Proliferation, die 
annahernd so hoch ist wie bei Verwendung des nativen Antigens, z. B. rekombinante humane GAD 65 kd Wenn 

65 man die solchermaBen expandierten T-Zellen in einer zweiten Runde nach ca. 10 Tagen nochmals restimuliert, 
erhalt man eine viel schwachere proliferative Antwort als wenn in der ersten Runde das native Antigen 
verwendet wurde. Dieser Befund ist unabhangig davon, ob man bei der zweiten Runde wieder das Peptid oder 
das native Antigen verwendet Eine dritte Restimulation endet meistens in einem vollstandigen Absterben der 
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T-Zellen, auch wenn als Antigen native GAD 65 kd verwendet wird 

Furdiese Anwendungsform werdendie Peptide in relativ hohen Dosierungen, vorzugsweise von i bis 100 mg, 
besonders bevorzugt von 3 bis 30 mg und am raeisten bevorzugt von 5 bis 10 mg pro kg Korpergewicht 
verabreicht 

Weiterhin ist bevorzugt, da8 nach der erstmaiigen Verabreichung der Peptide, d. h. der Erstvakzinierung, 5 
mindestens noch eine zweite Vakzinierung und besonders bevorzugt noch mindestens eine dritte Vakzinierung 
durchgefuhrt wird Bei der zweiten und den gegebenenfalls folgenden Vakzinierungen werden vorzugsweise die 
bereits zur Erstvakzinierung verwendeten Peptide, komplette GAD oder/und ein die Sequenz der Peptide 
enthaltender Teil davon eingesetzt Bei einer Mehrfachvakzinierung sind die Intervalle zwischen den einzelnen 
Vakzinierungen vorzugsweise jeweils von 5 bis 25 Tagen, besonders bevorzugt von 7 bis 14 Tagen. 10 

Weiter soli die Erfindung durch die folgenden Beispiele in Verbindung mit den Abb. 1, 2, 3A, 3B und 3C 
eriautert werden. 

Abb. 1 zeigt autoreaktive Aminosauresequenzen gemaB EP 95 100 764.0, 

Abb. 2 zeigt weitere autoreaktive Aminosauresequenzen gemaB EP 95 100 764.0, 

Abb. 3A zeigt das Ergebnis eines Peptid-Screeningassays der T-Zellinien RB. und M.C. mit rekombinanter is 
humanerGAD bzw. Peptidpools, 

Abb. 3B zeigt das Ergebnis eines Proliferationsassays mit der T-Zellinie RB. mit Einzelpeptiden aus rGAD 
und 

Abb. 3C zeigt das Ergebnis eines Proliferationsassays mit derT-Zellinie M.C mit Einzelpeptiden aus rGAD. 

20 

BEISPIEL I 

Etablierung von GAD-spezifischen T-Zellinien 

1. Primarstimulation 25 

Durch Ficoll-Dichtegradienten-Zentrifugation werden aus EDTA-Blut von Typ I-Diabetikern die peripheren 
Blut-Lymphozyten (PBLs) gewonnen. Die Zellen werden 2 mal in RPMI-Medium gewaschen und dann in einem 
Kulturmedium, bestehend aus RPMI 1640, 5% Humanserum, 2 mM Glutarain und 100 U/ml Penicillin und 
100 jig/ml Streptomycin, aufgenommen. Pro Napf einer 96 Napf Rundboden-Platte werden 100 til Zellsuspen- 30 
sion, entsprechend 100000 Zellen, eingesat Danach erfolgt die Zugabe von rekombinanter humaner GAD 65 kd 
(rGAD), die im Baculovirus-System exprimiert wurde, in einer Endkonzentration von 3 bis 5 ug/mL Die Zellen 
werden 3 —4 Tage im Blutschrank bei 37°C/7% CO2 inkubiert Nach diesem Zeitraum erfolgt Zugabe von 100 u.1 
IL-2 (5 U/ml). Nach weiteren 3—4 Tagen werden von alien Kulturansatzen 100 u.1 abgesaugt und wiederum 100 
u.1 IL-2 (5 U/ml) zugegeben. Dies wird alle 3—4 Tage wiederholt 55 

2. Restimuiation 

Am Tag 14 nach dem Beginn der Primarstimulation erfolgt die erste Restimuiation. Hierfur wird im Vergleich 
zur Primarstimulation die doppelte Anzahl von autologen PBLs mittels Ficoll isoliert und in Kulturmedium auf 40 
eine Zeilkonzentration von 2 x \<fi/m\ eingestellL Eine Halfte dieser Stiraulatorzeiien wird mit dem Antigen 
rGAD (Endkonzentration 3 bis 5 u.g/ml) fur 2 Stunden/37°C/7% C0 2 inkubiert (Antigen-Pulse). Die andere 
Halfte wird unter gleichen Bedingungen ohne Antigen, nur mit Kulturmedium inkubiert. AnschlieBend werden 
alle Stimulatorzellen mit 4000 rad bestrahlt Die Stimulatorzellen werden dann in 96 Napf Rundboden-Platten 
verteilt (je 100000 Zeilen/Napf) und zwar so, daB immer ein Napf mit Antigen enthaltenden Stimulatorzellen 45 
benachbart zu einem Loch mit Stimulatorzellen ohne Antigen zu liegen kommt 

AnschlieBend erfolgt die Preparation der T-Zellen aus den Primarstimulationsansatzen. Hierfur werden die 
Oberstande aus den Primarstimulationsansatzen abgesaugt und die Zellen in den Platten zweimal mit je 100 ul 
Waschmedium (Dulbeccos Modified Eagie Medium = DMEM) gewaschen. Dazwischen werden die Zellen in 
den Platten bei 400 g zentrifugiert AnschlieBend werden die Zellen in je 100 u.1 Kulturmedium aufgenommen 50 
und je 50 u.1 auf zwei benachbarte Napfe der Restimulations- Platte verteilt. Auf diese Weise werden die T-Zellen 
in einem Napf mit Antigen inkubiert und im benachbarten Napf ohne Antigen kann die Antigen-Spezifitat der 
Restimuiation kontrolliert werden. 

Ab dem 2. oder 3. Tag nach dem Beginn der Restimuiation kann die Proliferation mikroskopisch beurteilt 
werden. Dabei werden nur solche Mikrokultur-Parchen als relevant angesehen, bei denen nur im Napf mit 55 
Antigen-Anwesenheit Proliferation erfolgt Ab Tag 4 wird wiederum zu jedem Kultur-Napf 100 ul IL-2 (5 U/ml) 
zugegeben. Bis zum Tag 14 wird alle 3— 4Tage ca. 50% des Kulturmediums gegen IL-2 (5 0/ml) ausgetauscht. 

Bei gutem Wachstum werden die Kulturen auf mehrere 96er Napfe aufgeteilt Bei spateren Restimulationen 
kann auch in groBere Napfe aufgeteilt werden. Alle 2 Wochen erfolgt eine erneute Restimuiation nach der oben 
beschriebenen Methode. Ab der 3. Restimuiation wird die Spezifitat der Mikrokulturen in einem Proliferation- 60 
stest ermittelt 

3. Proiiferationstest mit rekombinanter humaner GAD 65 kd 
Alle Tests werden mindestens in Doppel-Ansatzen durchgefuhrt. 65 
a) Stimulator-Zellen: 

Als Stimulatorzellen (APC) werden autologe PBLs oder in den HLA-KIasse II Antigenen identische PBLs 
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eines normaJen Spenders verwendet Die PBLs werden in einer Zahl von 100000 pro Loch einer 96 
Napf-Platte verteilt und mit rGAD in einer Endkonzentration von 3 bis 5 jig/ml versetzt In Kontrollansat- 
zen wird statt Antigen ein gieiches Volumen an Medium vorgegeben. Nach Inkubation von 2 h bei 37° C und 
7% CO2 werden die Stimulatorzellen mit 4000 rad bestrahlt 
b)T-ZelIen: 

Die verwendeten T-Zellen stammen irnmer aus der AbschluBphase einer Restimulationsperiode. Sie werden 
3 mal mit DMEM von Antigen und IL-2-freigewaschen und mit 6000 bis 10000 Zel!en/96er Napf verteilt 

Nach 3-4 Tagen bei 37°C/7% C0 2 erfolgt die Zugabe von 1 uCi 3 H-Thyraidin und weitere Inkubation fur 
16-20 Stunden. Danach erfolgt das Obertragen der Zellen auf einen Glasfaserfilter mittels eines Zell-Ernte 
Gerates und die Bestimmung der eingebauten Radioaktivitat im 3-ZahIgerat Die Proliferationsaktivitat der 
T-Zellinien wird mittels eines Stimuiationsindex (SI) ausgedriickt Dies ist der Quotient aus den cpra in Anwesen- 
heit von rGAD dividiert durch die cpm in den fControllansatzen ohne Antigen. Abb. 3A (Saule rGAD) zeigt ein 
typisches Ergebnis eines Proliferationstests mit rGAD und den Linien R.B. und M.C 

4. Proliferationstest mit Peptiden, die aus der H-GAD 65 kd Sequenz abgeleitet sind 

T-Zellinien, die iiber mindestens 4 Restimulationsrunden expandiert wurden und mit rGAD im Proliferation- 
stest reagierten, wurden zusatzlich mit Qberlappenden Peptiden der rGAD getestet Diese Experimente haben 
zura Ziel, die von den T-Zellen erkannten Epitope der rGAD zu definieren. Dazu werden zunachst sich 
Qberlappende 20 mer Peptide der rGAD synthetisiert (Oberlappungsbereich 10 Aminosauren, insgesamt 59 
verschiedene Peptide). 

Jeweils 4—5 dieser Peptide werden zu einem Pool vereinigt und in einer Endkonzentration von 5 u.g/ml zu den 
Stimulatorzellen gegeben (Preparation der Stimulatorzellen wie unter Abschnitt 3a beschrieben). 

Danach erfolgt die Zugabe von 6000-20.000 T- Zellen pro Mikrokultur-Napf. Das weitere Verfahren ist analog 
dem unter Abschnitt 3b beschriebenen. 

Abb. 3A zeigt die Ergebnisse dieses Peptid-Screeningassays. Die T-Ze!Iinie RB. reagiert mit dem Peptidpool, 
der die rGAD-Sequenzabschnitte 46-115 enthalt wahrend die T-Zellinie M.C Peptide aus dem Sequenzab- 
schnitt 216-285 erkennt In Abb. 3B bzw. 3C sind die Reaktivitaten der T-Zellinie RB bzw. M.C mit den 
Einzelpeptiden des jeweiligen Peptidpools dargestellt Die Linie R.B. reagiert ausschlieBlich mit dem Peptid 
p86— 105, wahrend die Linie M.C fur das Peptid p246— 265 spezifisch ist Bei diesen Proliferationstests wurden 
die Peptide in einer Konzentration von 3 ug/ml eingesetzt 

Beispiel 2 

Bestimmung des Subtyps von MHC-Molekulen, die den T-Zellinien R.B. und M.C. autoreaktive Peptide 

prasentieren 

Die Versuchsdurchfuhrung erfolgte analog dem Beispiel 1.4. Als Antigen-prasentierende Zellen wurden 
ailerdings keine autologen PBLs verwendet sondem Epstein Barr Virus transformierte B-Zellen mit definierten 
MHC-Allelen (sogenannte homozygote Typisierungszellinien). Diese wurden so ausgewahit daQ nur eine teil- 
weise Obereinstimmung mit den MHC-KJasse II Molekulen des Spenders der T-Zellinien gegeben war, z. B. 
Identitat in den DR-Allelen, Nichtidentitat bezuglich der DQ- Allele. In Abweichung vom beschriebenen Beispiel 
1.4 wurden die Peptide nach dem Antigenpulse ausgewaschen, urn eine Autoprasentation durch die T-Zellen zu 
vermeiden. 

Die Ergebnisse dieses Tests sind in Tabelle 1 dargestellt Die T-Zellproliferation ist als Stimuiationsindex (SI) 
ausgedriickt 

Das Ergebnis dieser Analyse ist bei der T-Zellinie R.B. eindeutig. Nur wenn die Antigen-prasentierenden 
Zellen das Peptid p86— 106 in Assoziation mit DRB1*0101 prasentieren, erfolgt eine Stimulation der T-Zellea 
Andere DR-AHele kdnnen das Peptid nicht prasentieren, eine Beteiligung des DQ-AIIeles DQB1*0501 konnte 
ausgeschlossen werden (siehe Ergebnis mit den antigenprasentierenden Zellen MZ070782). Somit ist 
DRB1 # 0101 das Restriktionselement fur die T-Zellinie R.B. Fur die T-Zellinie M.C konnte das Restriktionsele- 
ment durch diese Art der Analyse nicht im Detail aufgekiart werden, da das DR-Allel DRB1M501 und das 
DQ-Allel DQB 1*0602 in der kaukasischen Bevdlkerung eng gekoppelt vorliegea Die Analyse ergab eine 
Presentation des Peptids entweder uber die DR-AHele DRB1*1501 bzw. 1601 oder iiber das DQBl 0602 AlIeL 
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Patentansp ruche 

1. Peptid oder Peptid-Derivat urafassend: 

(a) die Aminosauresequenz (I) 
D-V-N-Y-A-F-L-H-A-T-D-L-L-P-A-C-D-G-E-R, 

(b) die Aminosauresequenz (U) 
S-N-M-Y-A-M-M-I-A-R-F-K-M-F-P-E-V-K-E-K, 

(c) die Aminosauresequenz (III) 
N-W-E-L-A-D-Q-P-Q-N-L-E-E-I-L-M-H-C-Q-T, 

(d) die Aminosauresequenz (IV) 

. T-L-K-Y-A-l-KT-G-H-P-R-Y-F-N-Q-L-S-T-G, 

(e) die Aminosauresequenz (V) 
P-R-Y-F-N-Q-L-ST-G-L-D-M-V-G-L-A-A-D-W, 

(f) die Aminosauresequenz (VI) 

T-Y-E- I-A-P-V-F-V-L-L-E-Y-V-T-L-K-K-M-R, 

(g) Teilbereiche der in (a), (b), (c), (d), (e) oder/und (f) dargestellten Aminos auresequenzen mit einer 
Lange von mindestens 6 Aminosauren oder/und 

(h) Aminosauresequenzen, die eine im wesentlichen aquivalente Spezifitat oder/und Affinitat der 
Bindung an MHC-Molekule wie die in (a), (b), (c), (d), (e), (0 oder/und (g) dargestellten Aminosaurese- 
quenzen zeigen. 

2. Peptid oder Peptid- Derivat nach Anspruch I, dadurch gekennzeichnet, daB es eine Lange von mindestens 
8 Aminosauren aufweist 

3. Peptid oder Peptid- Derivat nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daS es eine Lange von 
mindestens 10 Aminosauren aufweist 

4. Peptid oder Peptid- Derivat nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB es eine Lange 
von bis zu 25 Aminosauren aufweist 

5. Peptid oder Peptid- Derivat nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB es eine 
Markierungsgruppe tragt 

6. Peptidmimetikum, dadurch gekennzeichnet daB es eine im wesentlichen aquivalente Spezifitat oder/und 
Affinitat der Bindung an MHC-Molekule wie'ein Peptid oder Peptid- Derivat nach einem der Anspruche 1 
bis 5 aufweist 

7. Komplex, der mindestens ein Peptid oder Peptid-Derivat nach einem der Anspruche 1 bis 5 oder ein 
Peptidmimetikum nach Anspruch 6 umfaBt das an ein MHC-Molekul oder ein peptidbindendes Derivat 
eines MHC-Molekuls gebunden ist 

8. Komplex nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet daB er ein MHC-Kiasse II-Molekul oder ein 
peptidbindendes Derivat davon umfaBt 

9. FComplex nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet daB das MHC-Kiasse II-Molekul den Typ DR1, DR2 
oder DQ6 aufweist 

10. Komplex nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet daB das MHC-KJasse II-Molekul den Subtyp DR 
B10101,DRB1 1501, DR Bt 1502, DRB1 1601 oder DQ Bl 0602 aufweist 

11. Komplex nach einem der Anspruche 7 bis 10, dadurch gekennzeichnet daB er ein rekombinantes 
MHC-Molekul oder ein peptidbindendes Derivat davon umfaBt 

1Z Komplex nach Anspruch 1 1, dadurch gekennzeichnet daB er ein losliches peptidbindendes Derivat eines 
MHC-Molekiiis umfaBt 

13. Komplex nach einem der Anspruche 7 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB er eine Markierungsgruppe 
tragt 

14. Komplex nach einem der Anspruche 7 bis 13, dadurch gekennzeichnet daB er mindestens 2 MHC-Mole- 
kule oder MHC-Molekulderivate enthalt, die uber kovalente oder nichtkovalente Wechselwirkungen asso- 
ziiert sind. 

15. Komplex nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB er durch chemische Kopplungsreagenzien 
quervernetzte Peptid-MHC-MolekQl-Komplexe enthalt 

16. Komplex nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet daB er durch eine oligomerisierte Peptidkompo- 
nente mit mehreren MHCbindenden Bereichen vernetzte MHC-Molekule oder MHC-Molekulderivate 
enthalt 

17. Komplex nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet daB er durch Antikorper vernetzte Peptid-MHC- 
Molekiil-Komplexe enthalt 

18. Pharmazeutische Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet daB sie ein Peptid oder Peptid-Derivat 
nach einem der Anspruche 1 bis 5, ein Peptidmimetikum nach Anspruch 6 oder/und einen Komplex nach 
einem der Anspruche 7 bis 17 als aktive Komponente gegebenenfalls in Kombination mit pharmazeutisch 
ublichen Zusatzstoffen enthalt 

19. Zusammensetzung nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet daB sie weiterhin eine akzessorische 
stimulierende Komponente umfaBt 

20. Zusammensetzung nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet daB die akzessorische stimulierende 
Komponente ausgewahlt ist aus Cytokinen oder/und dem Oberflachenantigen B7. 

21. Verwendung einer pharmazeutischen Zusammensetzung nach einem der Anspruche 18 bis 20 zur 
Hersteilung eines Mittels fur die Diagnose von Erkrankungen oder einer Predisposition fur Erkrankungen, 
die das Immunsystem beeinflussen, oder von Tumorerkrankungen oder einer Predisposition fur Tumorer- 
krankungen. 
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22. Vcrwendung nach Anspruch 21 zur Herstellung eines Mittels fur die Diagnose von Autoimmunerkran- 
kungen oder einer Pradisposition fur Autoimmunerkrankungen. 

23. Verwendung nach Anspruch 21 oder 22 zur Herstellung eines Mittels fur die Diagnose von Diabetes 
oder einer Pradisposition fur Diabetes. 

24. Verfahren zur Bestimmung einer spezifischen T-Zell-Subpopulation, dadurch gekennzeichnet, daB man 
eine T-Zellen enthaltende Probe mit einem Peptid oder Peptid-Derivat nach einem der Anspruche I bis 5, 
einem Peptidmimetikum nach Anspruch 6 oder/und einem Komplex nach einem der Anspruche 7 bis 17 in 
Kontakt bringt und die Reaktion von T-Zellen in der Probe mit dem Peptid oder Komplex bestimmt 

25. Verfahren nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, daB man die Reaktion der T-Zellen mit einem 
fluoreszenzmarkierten Peptid oder Komplex durch FACS-Analyse bestimmt 

26. Verfahren nach Anspruch 24 oder 25, dadurch gekennzeichnet, daB man vor und/oder nach dem Kontakt 
der T-Zellen mit dem Peptid oder dem Komplex eine Selektion auf praaktivierte T-Zellen durchfiihrt 

27. Verwendung einer pharmazeutischen Zusammensetzung nach einem der Anspruche 18 bis 20 zur 
Herstellung eines Mittels fur die Therapie oder Prevention von Erkrankungen, die das Immunsystem 
beeinflussen. 

28. Verwendung nach Anspruch 27 zur Herstellung eines Mittels fur die Therapie oder Prevention von 
Autoimmunerkrankungen. 

29. Verwendung nach Anspruch 27 oder 28 zur Herstellung eines Mittels fur die Therapie oder Prevention 
von Diabetes. 

30. Verwendung eines Peptids oder Peptid- Deri vats nach einem der Anspruche 1 bis 5, eines Peptidmimeti- 
kums nach Anspruch 6 oder eines Komplexes nach einem der Anspruche 7 bis 17 zur Herstellung eines 
Antigens, insbesondere eines Immunogens oder Tolerogens. 

31. Verfahren zur Isolierung einer spezifischen T-Zell-Subpopulation, dadurch gekennzeichnet, daB man 
eine T-Zellen enthaltende Probe mit einem Peptid oder Peptid-Derivat nach einem der Anspruche I bis 5, 
einem Peptidmimetikum nach Anspruch 6 oder einem Komplex nach einem der Anspriiche 7 bis 17 in 
Kontakt bringt, die mit dera Peptid oder Komplex reagierenden T-Zeilen identifiziert und gegebenenfalls 
von anderen T-Zellen abtrennt 

32. Verfahren nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet daB man vor oder/und nach dera Kontakt der 
T-Zellen mit dem Peptid oder dem Komplex eine Selektion auf praaktivierte T-Zellen durchfuhrt 

33. Verwendung von nach dem Verfahren geraaB Anspruch 31 isolierten T-Zeilen oder Teilstrukturen davon 
zur Herstellung eines Antigens. 

34. Verwendung nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet daB die T-Zellen oder Teilstrukturen davon in 
den Patienten, aus dem sie ursprunglich staramen, reinjiziert werden. 

35. Verwendung nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet daB inaktivierte T-Zellen reinjiziert werden. 

36. Verwendung nach Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, daB teilungsfahige T-Zellen reinjiziert werden. 

37. Antikorper gegen ein Peptid oder Peptid-Derivat nach einem der Anspruche 1 bis 5, ein Peptidmimeti- 
kum nach Anspruch 6 oder einen Komplex nach einem der Anspruche 7 bis 17, erhaltlich durch Immunisie- 
rung mit dem Peptid, Peptid-Derivat Peptidmimetikum oder Komplex und Gewinnung eines durch die 
Immunisierung erzeugten Antikorpers. 

38. Anti-idiotypischer Antikorper gegen einen Antikorper nach Anspruch 37, erhaltlich durch Immunisie- 
rung mit dem Antikorper gegen das Peptid, Peptid-Derivat oder Peptidmimetikum oder den Komplex und 
Gewinnung eines durch die Immunisierung erzeugten anti-idiotypischen Antikorpers. 

39. T-ZeIIe, die mit einem Peptid oder Peptid-Derivat nach einem der Anspruche I bis 3, einem Peptidmime- 
tikum nach Anspruch 6 oder einem Komplex nach einem der Anspruche 7 bis 17 reagiert 

40. Verwendung von Peptiden aus Glutamin-Decarboxylase (GAD), davon abgeleiteten Peptid-Derivaten 
oder Peptidmimetika zur Herstellung eines Arzneimittels, das bei Verabreichung an Diabetes-Patienten zur 
Ausbildung einer Immuntoleranz fuhrt 

41. Verwendung nach Anspruch 40, dadurch gekennzeichnet daB man die Peptide, Peptid-Derivate oder 
Peptidmimetika in einer Dosis von 3 bis 30 mg pro kg Korpergewicht verabreicht 

42. Verwendung nach Anspruch 40 oder 41, dadurch gekennzeichnet daB nach Verabreichung der Peptide, 
Peptid-Derivate oder Peptidmimetika mindestens noch eine zweite Vakzinierung durchgefuhrt wird. 

43. Verwendung nach einem der Anspruche 40 bis 42, dadurch gekennzeichnet daB man bei der zweiten und 
gegebenenfalls folgenden Vakzinierungen die bereits zur Erstvakzinierung verwendeten Peptide, Peptid- 
Derivate oder Peptidmimetika komplette GAD oder/und einen die Sequenz der Peptide enthaltenden Teil 
davon einsetzt 

44. Verwendung nach Anspruch 43, dadurch gekennzeichnet daB die Vakzinierungen jeweils in Intervallen 
von 7 bis 14 Tagen erfolgen. 

45. Verwendung nach einem der Anspruche 40 bis 44, dadurch gekennzeichnet daB man eine Mischung von 
unterschiedlichen Peptiden, Peptid-Derivaten oder Peptidmimetika verabreicht. 



Hierzu 3 Seite(n) Zeichnungen 
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Abb. 1 



l-L-l-K-C-D-E-R-G-K-M-l-P-S 
L-G-l-G-T-D-S-V- l-L-l-K-C-D 
L-A-F-L-Q-D-V-M-N-l-L-L-Q-Y 
Y-D-L-S-Y-D-T-G-D-K-A-L-Q-C 
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Abb. 2 



V-S-Y-Q-P-L-G-D-K-V-N-F-F-R 
L-A-A-D-W-L-T-S-T-A-N-T-N-M 
L-L-Y-G-D-A-E-K-P-A-E-S-G-G 
V-N-Y-A-F-L-H-A-T-D-L-L-P-A 
L-L-Q-Y-V-V- K-S-F- D-R- S-T- K 
F-T-Y- E- l-A-P- V- F-V- L- L- E-Y 
L-E-Y-V-T-L-K-K-M-R-E-l-l-G 
N-M-Y-A-M-M-l-A-R-F-K-M-F-P 
K-l-W-M-H-V-D-A-A-W-G-G-G-L 
W-G-G-G-L-L-M-S-R-K-H-K-W-K 
E-G-Y-E-M-V-F-D-G-K-P-Q-H-T 
R-Y-F-N-Q-L-S-T-G-L-D-M-V-G 
W-L-T-S-T-A-N-T-N-M-F-T-Y-E 
T-A- N-T-N-M-F-T-Y-E-l - A-P-V 
L-V-S-A-T-A-G-T-T-V-Y-G-A-F 
Y-l-P-P-S-L-R-T-L-E-D-N-E-E 
V-l-S-N-P-A-A-T-H-Q-D-l-D-F 
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hGAD65 Peptid hGAT>65 Peptid 



Abb. 3 
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